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法 获得 了 草鱼 (Ctenopharyngodon idellus) 和 链 鱼 (Hypophthalmichthys molitrix) leptin 基因 上 昌 
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摘要 :肥胖 基因 产物 leptin 是 调节 哺乳 动物 摄食 .能 量 代谢 等 生命 活动 的 重要 细 
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f ,应 用 RT-PCR 和 RACE 
全 长 cDNA 序列 分 别 为 1 
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096bp 和 1176bp, £f 173 和 172 个 氨基 酸 。 和 氨基 酸 序 列 同 源 性 分 析 表 明 ， 草 鱼 和 鱼 鱼 的 leptin 序列 与 其 它 鲤 科 
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自 类 leptin 的 同 源 性 较 高 , 而 与 其 他 鱼 类 的 leptin 同 源 性 很 低 , 但 所 有 鱼 类 的 leptin HEF P d 

















































































































守 的 半 胱 氨 酸 。 系 统 进化 树 分 析 显 示 , 草鱼 和 馆 鱼 leptin 与 其 他 鱼 类 leptin 聚 于 一 进化 分 支 。 应 用 PCR 和 Genome 





























Walker 方法 , 进一步 获得 了 草包 和 全 外 n. 基因 的 内 含 子 和 5' 侧翼 区 序列 。 结 果 表 明 , 获得 的 草鱼 和 馆 鱼 leptin 







































































为 长 度 分 别 为 2129bp 和 2192bp， 含 有 与 其 他 兰 椎 动物 leptin 相似 的 基因 结构 ( 含 三 个 外 显 子 和 两 个 内 含 子 )。 





研究 为 深入 研究 鱼 类 肥胖 基因 结构 功能 关系 与 鱼 类 抗 肥胖 品系 定向 遗传 选 育 黄 定 了 良好 的 基础 。 
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Molecular Cloning and Analysis of Leptin Gene in Grass 
Carp (Ctenopharyngodon idellus) and Silver 
Carp (Hypophthalmichthys molitrix) 
YU Ying, LIANG Xu-fang , LI Guan-gui, WANG Lin, LI Guang-zhao 


C College of Life Science and Technology, Jinan University, Guangzhou 510632, China) 


Abstract: Leptin, the product of the obese gene, is one of the key factors for the regulation of food intake and 


whole-body energy balance. Both grass carp (Ctenopharyngodon idellus) and silver carp (Hypophthalmichthys molitrix) 
leptin full-length cDNA were cloned by RT-PCR and RACE methods. The sequences of leptin cDNA in grass carp and 
silver carp were 1096bp, 1176bp, and the deduced protein had 173, 172 amino acids respectively. The amino acid 
homologues analysis showed high identity in cyprinid fish. Despite lower amino acid identity between cyprinid fish and 


other leptins, conservation of both cysteine residues that formed leptin's single disulfide bridge inside the chain presented 


a certain similarity. Phylogenetic tree showed that leptin in grass carp and silver carp were in the same branch as other 


fishes. The 5'-flanking region and introns of leptin in grass carp and silver carp were characterized using Genome Walker 


and PCR methods. The genes were 2129bp and 2192bp in length respectively in grass carp and silver carp, with similar 
gene structures in other vertebrates (including 3 exons and 2 introns). This research will be helpful for further studies of 
fish leptin in cultivation and food safety. 


Key words: Leptin; Gene cloning; Sequence analysis; Grass carp (Ctenopharyngodon idellus); Silver carp 
(Hypophthalmichthys molitrix) 























在 哺乳 动物 中 , leptin 是 调控 摄食 和 能 量 平衡 的 。 ”利用 定位 克隆 技术 克隆 出 小 鼠 肥 胖 基 因 ， 鱼 类 肥胖 





i 要 内 





过 提高 脂肪 代谢 率 消 耗 脂肪 。 自 Zhang et al (1994) 类 leptin 序 列 具 有 不 同 于 哺乳 动物 的 较 大 变异 性 , 通 

































































子 ， 它 可 以 通过 下 丘脑 调节 摄食 ， 也 可 以 通 ”基因 研究 成 为 该 领域 引 人 关 注 的 焦点 。 然 而 由 于 鱼 
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过 基于 不 同 物种 基因 序列 同 源 性 常规 克隆 有 一 定 
困难 。 直 到 2005 年 ，Kurokawa et al (2005) 才 首次 报 
道 河 豚 (Takifugu rubripes) leptin 基 因 序 列 , 该 序列 与 
人 的 氨基 酸 序 列 同 源 性 仅 13.2% 。 随 后 ， 鲤 鱼 






















































































其 他 试剂 均 为 进口 分 装 或 国产 分 析 纯 。 

12 方 法 

1.2.1 总 RNA 的 提取 和 cDNA 第 一 链 的 合成 ” 草 
和 链 鱼 捕获 后 立即 分 离 其 肝脏 ， 总 RNA 的 提取 

































































(Cyprinus carpio), XE 3 fa (Danio rerio), 1j f 
(Oryzias latipes) 、 绿 色 河 K f& (Tetraodon 
nigroviridis), W. (Oncorhynchus mykiss}, KVIE E 
(Salmo salar) 55 f& 25 leptin JF Zi] f FX Bi 2k Jk 38 
(Kurokawa et al, 2005; Huising et al, 2006; Murashita 
et al, 2008)。 研 究 表 明 ， 鱼 类 leptin 序 列 间 虽然 普遍 
存在 很 大 的 序列 差异 , 但 基因 结构 (如 外 显 子 数量 分 
布 ) 和 蛋白质 三 级 结构 有 较 高 的 相似 性 。 
鱼油 因 其 含有 多 不 饱和 脂肪 酸 对 维持 细胞 膜 
结构 与 正常 生理 功能 有 重要 作用 ， 作 为 鱼 类 饲料 广 
泛 应 用 于 养殖 渔业 。 然 而 ， 高 不 饱和 化 合 物 会 引起 
脂 质 过 氧化 ， 过 多 的 多 不 饱和 脂肪 酸 亦 影响 鱼 类 正 
常生 长 活动 (Sargent et al 1999) 。 草 鱼 
(Ctenopharyngodon idelius) 是 典型 的 草食 性 鱼 类 , 能 
量 需求 低 于 大 多 数 肉食 性 鱼 类 ， 对 高 脂肪 饲料 更 敏 
感 ， 过 量 高 不 饱和 脂肪 酸 摄 入 不 仅 引 起 草鱼 食欲 下 
降 、 生 长 延 绥 、 脂 肪 蓄积 (尤其 在 肝脏 )， 还 影响 脂 
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与 纯化 按 Promega 公司 的 SV Total RNA Isolation 
System 试剂 盒 推荐 方法 进行 。cDNA 第 一 链 的 合成 
使 用 TOYOBO ReverTra Ace-a-TM 试剂 盒 ， 分 别 以 
草鱼 和 链 鱼 肝脏 总 RNA 为 模板 ，oligo (dT)18 为 反 
转录 引物 ， 按 试剂 盒 推荐 方法 进行 操作 。 

1.2.2 ”草鱼 与 链 鱼 肝脏 leptin PCR 核心 片段 的 扩 增 
REPE fa. fifa leptin 氨基 酸 序列 的 保守 区 域 设 
计 一 对 简 并 引物 LEPOIF 和 LEP02R( 表 1)， 分 别 以 
草鱼 和 鱼 鱼 肝脏 cDNA 为 模板 进行 PCR. 扩 增 条 件 
H: 94C 预 变性 3min; 94'C 1min, 40'C 1min, 
72'C 1min， 共 30 个 循环 最 后 72C 延 伸 Smin。 
PCR 产物 经 29938 Br xk. H H.Q.&.Q. Gel 
Extraction Kit II (U-gene) 回 收 纯化 ， 然 后 克隆 至 
pMD 18-T 载体 (TaKaRa), 转 化 感受 态 E. coli DH5a， 
PCR 检测 阳性 克隆 后 送 上 海 英 骏 生 物 技术 有 限 公 
司 用 ABI 3730 测序 仪 进行 测序 。 

1.2.3 ”cDNA5' 末 端 和 3' 末 端的 克隆 ”根据 克隆 得 





































































































































































































白 合成 以 及 造成 脂 质 过 氧化 (Du et al, 2008). Ef 
(Hypophthalmichthys molitrix) 是 滤 食 性 鱼 类 ,更 偏好 
人 工 饲 料 ， 但 链 鱼 脂肪 积蓄 问题 至 今 尚 无 报道 。 草 
鱼 和 链 色 作为 我 国 主 要 淡水 养殖 鱼 类 ， 高 脂肪 饲料 
引起 鱼 类 代谢 障碍 型 脂肪 肝 、 肉 质 与 营养 价值 改 
变 ， 人 食用 过 多 不 利于 健康 等 问题 亦 在 国际 上 日 益 
受到 重视 。 对 其 肥胖 基因 及 其 脂肪 蓄积 调控 机 理 丰 













































































































































































到 的 草鱼 和 链 鱼 肝脏 leptin cDNA 核心 片段 及 试剂 
盒 的 要 求 分 别 设 计 5RACE ffc& 5|] CILEP 

5A1、CILEP5'A2 和 HMLEP5'A1、HMLEP5'A2( 表 
1). RACE 采用 SMART RACE cDNA 扩 增 试剂 盒 
(Clontech, USA)， 按 其 推荐 方法 进行 。FIRST-PCR 
反应 条 件 均 为 : 94C 预 变性 3 min; 然后 94'C 30s, 
5T'C 30s, 72C 1 min， 共 30 个 循环 ， 最 后 72°C 



























































究 ， 将 对 今后 养殖 鱼 类 抗 肥胖 品系 定向 遗传 选 育 莹 
定 基础 ， 基 有 巨大 的 经 济 价值 。 


1 材料 与 方法 







































































11 材 料 

1.1.1 实验 鱼 草鱼 、 馆 鱼 均 采 自 广州 珠江 水 产 丰 
究 所 养殖 池塘 。 

1.1.2 试剂 SV Total RNA Isolation System 为 


Promega 公 司 产 品 ; pMD 18-T Vector. Taq DNAX 
合 酶 为 宝生 物 工程 (大 连 ) 有 限 公 司 产品 ; 
SMARTTM RACE cDNA Amplification Kit, BD 
Genomewalker “W Á Clontech 公 司 ; H. Q. &. Q. 
Gel Extraction Kit II] F] TIANGEN BIOTECH, 
Blood & Cell Culture DNA Kit 购 自 QIAGEN 公 司 ; 








再 延伸 3 min. NEST-PCR 反应 条 件 均 为 : 94C 预 
变性 3 min; 然后 94'C 30s 63C 30 s, 72C 1 
min, J£ 30 个 循环 ; 最 后 72C 再 延伸 3min. RACE 
产物 纯化 、 克 隆 和 测序 。 

1.2.4 ”内 含 子 序列 的 扩 增 ”草鱼 与 链 鱼 血液 总 
DNA 的 提取 均 采 用 QIAGEN 公司 的 Blood & Cell 
Ceulture DNAKit 试剂 盒 推 荐 方法 进行 ,根据 克隆 得 
到 的 草 色 、 鱼 色 leptin 基因 cDNA 全 序列 与 其 它 基 
因 结 构 已 知 痊 椎 动物 leptin 基因 相 比 较 推 测 其 内 含 
子 位 置 ， 设 计 特 异 引物 CILEPI101F、CILEPI102R 
和 CILEPI201F、CILEPI202R( 表 1) 分 别 用 于 扩 增 草 
ffi leptin 内 含 子 1 和 2; 设 计 特 异 引 物 HMLEPI101F、 
HMLEPI102R 和 HMLEPI201F、HMLEPI202R( 表 
1) 分 别 用 于 扩 增 链 鱼 leptin 内 含 子 1 和 2, 分别 以 草 
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表 1 PCR 引物 序列 


Tab.1 Sequences of PCR primers 


引物 名 称 
LEPOIF 


Primer name 


WEE. 


|| Primer sequence 


5' -GTCAAACTGCAGGCAGACACNAT(A/C/T)AT-3' 


LEPO2R 
CILEP' A1 
CILEP5' A2 
CILEP3' SI 
CILEP3' S2 
CILEPGSPI 
CILEPGSP2 
CILEPI101F 
CILEPI102R 
CILEPI201F 
CILEPI202R 
HMLEP5' A1 
HMLEPS5' A2 
HMLEPS$' S1 
HMLEP3' S2 
HMLEPGSPI 
HMLEPGSP2 
HMLEPIIOIF 
HMLEPI102R 
HMLEPI201F 


z 
z 
z 
E 
" 
s 
si 
zi 
" 
s 
zi 
» 
s 
s 
s 
E 
z 
z 
" 
e 


-ATTAACTATCAGCTTTTGCATRAA(T/C)TG(T/C)TT-3 ' 
-CTGGAAGGTAGTTAGGGT-3' 
-ATAGGTTTATCAGCAGGAA-3' 
-GGAGCCAGCCAATGGGAAGT-3' 
-ACGCCACCCACCACATTA-3' 
-AGAGAGAGAGCGA-3' 
-CTTTGAGATGTGAGGATTGTATGATA-3' 
-TCATACAATCCTCACATCTCA-3' 
-GTTCCTTAATTCTGTGGATG-3' 
-CATCCACAGAATTAAGGAAC-3' 
-CAATAAGGATCTTTGGAGACAG-3' 
-CAATAAGGATCTTTGGAGACAQG-3' 
-GTTCCTTAATTCTGTGGATG-3' 
-TTCATACAGAAGAACGCCACCC-3' 
-ACATGGCTTTAGACAGAC-3' 
-TGAGATGTGAGGATTGTATGA-3' 
-TGAGATGTGAGGATTGTATGA-3' 
-TCATACAATCCTCACATCTCA-3' 
-GTTCCTTAATTCTGTGGATG-3' 
-CATCCACAGAATTAAGGAAC-3' 


HMLEPI202R 5' 


-CAATAAGGATCTTTGGAGACAQG-3' 

















vili fa AER H DNA 为 模板 进行 PCR 扩 增 ， 
反应 条 件 与 5 RACE 二 次 PCR 相同 。 

1.2.5 5 侧翼 调控 区 序列 克隆 ”基因 组 步行 
用 BD GenomewalkerTM Universal Kit (BD 
Bios-ciences clontech, USA)， 实 验 操作 按 试 剂 盒 推 
荐 方法 进行 。 设 计 基 因 特 异 引物 CILEPGSP1、 
CILEPGSP2 和 HMLEPGSP1、HMLEPGSP2( 表 1), 
FIRST-PCR 反应 条 件 为 : 94C 预 变性 3 min; 94'C 
lmin, 57C 1min, 72°C 1 min, # 30 个 循环 ; 
最 后 72C 延 伸 $ min。 将 首次 PCR 产物 稀释 50 fit, 
取 LaL 稀释 液 作 为 模板 进行 二 次 PCR. NEST-PCR 
反应 条 件 : 94C 预 变性 3 min; 94'C I min, 60'C 1 








PCR 


























了 法 采 






















































































min, 72C 1 min， 共 30 个 循环 最 后 72C 延 伸 5 
min. 
1.2.6 生物 信息 学 分 析 通过 NCBI (http:// 


wwwncbinlm.nih.gov) 的 BLASTN, BLASTX 进行 
核酸 和 蛋白 序列 相似 性 检索 ， 应 用 DNAstar 分 析 软 
件 包 MegAlign 软件 进行 同 源 性 分 析 。 使 用 软件 
SignalIP 3.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) 
进行 信号 肽 序列 预测 。 应 用 GSDS(http://gsds.cbi. 
pku.edu.cm) 绘 制 基 因 结 构 示 意图 并 手工 修改 。 应 用 
TFBIND (http:/tftbind.ims.u-tokyo.ac.jp/) 推 测 翻译 调 
控 区 域 。 将 草鱼 和 馆 鱼 leptin 氮 基 酸 序列 与 GenBank 














































































































上 公布 的 其 他 动物 leptin 序 列 一 起 , 用 Phylip 3.68 软 
件 采 用 邻接 法 (NJ)， 以 小 鼠 为 外 类 群 ， 构 建 系统 进 


























化 树 ，1 000 次 重复 计算 自 展 分 析 值 。 
2 结 R 
2. 全 长 ADNA 序列 的 获得 








分 别 以 草鱼 和 馆 鱼 肝脏 cDNA 为 模板 ， 简 并 引 
物 进 行 PCR 扩 增 ， 得 到 大 小 均 约 为 400bp 的 PCR. 
产物 。 将 测序 得 到 的 序列 在 NCBI 网 站 上 BLAST 
































确认 。5' RACE 和 3'RACE 技术 从 草鱼 和 链 鱼 肝脏 
分 别 获得 2 个 预期 片段 大 小 的 PCR 产物 ,通过 序列 








拼接 ， op leptin 全 长 EDNA。 序 列 分 
析 表 明 ， 草 鱼 leptin cDNA(Genbank ID EU719623) 
全 长 "ed 其 中 和 - 端 非 翻译 区 ($' -UTR) 长 70bp， 
3' - 端 非 翻译 区 (3' -UTR) 长 504bp。 开放 阅读 框 (ORF) 
长 522 bp， 编 码 173 个 氨基 酸 ，polyA 加 尾 信 和 号 为 
ATAAA.. fft leptin cDNA (Genbank ID EU719624) 
全 长 为 1176bp， 其 中 5 非 翻 译 区 为 105bp，3' dE 
翻译 区 为 SS2bp， 开 放 阅 读 框 为 S19bp， 编 码 172 
个 氨基 酸 ，polyA 加 尾 信号 为 AIAAA。 使 用 软件 
SignalIP 3.0 推测 草鱼 与 链 鱼 leptin N 端 第 20-21 位 
酶 切 位 点 ， 各 能 形成 一 段 信号 肽 和 成 熟 蛋 
2.0 ”草鱼 、 链 鱼 leptin 基因 内 含 子 序列 扩 增 与 分 
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Z. 


结构 已 知 疹 椎 动物 leptin 基因 相 比 



































个 内 会 子 ， 


EWI RO Ur TA 
AN 


A leptin 基因 含有 2 个 内 含 子 ， 在 
两 端 分 别 设计 特异 引物 扩 增 两 
DNA 为 模板 
































进行 序列 扩 增 


ff leptin 基 





ol. x 





fa gis 基因 全 长 2129bp， 









































编码 





区 位 于 


外 显 子 2 和 外 显 子 3 内 ,被 








一 个 长 为 111 


bp 的 内 含 子 所 隔离 ， 外 显 子 1 为 26bp 的 非 编码 序 


列 ,位 于 外 显 子 2 
外 显 子 3 为 847bp。 鱼 色 leptin 基 








上 游 948bp 处 ,外 显 子 2 为 197bp， 
因 全 长 2192bp， 





























编码 区 位 于 外 显 子 2 和 外 显 子 3 内 ,被 一 个 长 为 111 
bp 的 内 含 子 所 隔离 ， 外 显 子 1 为 26bp 的 非 编 码 序 


列 ,位 于 外 显 子 2 
显 子 3 为 907bp。 比 较 草 
结构 发 现 ， 外 显 子 与 内 含 子 的 数目 
一 致 ， 但 内 含 子 1、 


A 
基因 




















度 有 较 大 差 

















别 ( 图 





上 游 951bp 处 ,外 显 子 2 为 197bp， 
ft. feft E; X. B leptin 
与 哺乳 动物 
中 的 非 翻 译 区 长 












































2 与 外 显 子 3 
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区 相关 的 结构 , 预测 草 





中 含有 TATA 盒 
调节 其 表达 的 调控 元 件 ， 
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AP1 等 (图 2、 
2.4 Leptin 序列 同 源 性 分 析 
点 用 DNAstar 分 析 软 件 包 MegAlign 软件 ， 比 


neta. fü. 
氨基 酸 同 源 性 
1. fff&y 
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Lf E £6 leptindi Dx 58 Fg] 
，C/EBP 结 合 顺序 、GC 盒 和 多 个 可 
如 OCT1、SP1、PAX5、 

图 3)。 


IAR MIKEY leptin 
^, Affa f 








1 NV. 
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Jj 73.196. 























站 和 河豚 的 序列 同 源 4 
76.099. 57.196. 18.996511 18.996; 
上 述 这 些 鱼 类 的 序列 同 源 性 分 别 为 72.0%、70.3%、 





生 分 别 
ENS] 





fie fa 



















































































56.0%、18.9%、18.9%， 草 鱼 与 链 鱼 间 的 序列 同 源 
TE 88.690. MEHTA., Ma, HSA, ff 
间 的 同 源 性 较 高 , ru ES UE H O RUSO E] ( 河 
B) 同 源 性 较 低 ， 但 形成 链 内 二 硫 键 的 两 个 半 胱 氨 
酸 残 基 相 当 保守 (图 4)。 

















2.5 Leptin 系统 进化 分 析 








































































































用 Phylip 3.68 软件 将 草鱼 、 馆 鱼 leptin 氨基 酸 

















































































































2.3 ”基因 组 步行 法 克隆 草鱼 、 链 鱼 leptin 基因 5' 序列 与 GenBank 上 公布 的 其 他 兰 椎 动物 leptin 氨基 
侧翼 序列 酸 序列 一 5), 从 图 中 可 以 看 
应 用 Genome Walker, 4) 31 LA S 6 RU f fen HH, 鲤 科 鱼 类 草鱼 、 鲜 鱼 与 其 他 鲤 科 鱼 类 ， pf fh. 
基因 组 BNA 为 模板 进行 序列 扩 增 、 测 序 ， 经 过 序列 斑马 鱼 、 金 We auratus) FX, FZR 
拼接 得 到 草鱼 、 链 鱼 leptin 基 因 $' 侧翼 区 长 度 为 265 系 最 近 。 这 与 基于 形态 学 的 鱼 类 系统 发 育 研 究 结论 
bp 的 序列 。 应 用 TFBIND 推 测 5' 侧翼 区 上 基因 启动 基本 一 致 。 
Grass cap (HE 
Silver cap IHE 
Mouse H e uM ——————J 
Human H a mMm 
yo 1 3 4 5 6 7 8 9 10 11 1 13 14 15 16 kb 2 
Legend: ——3 exon == CDS — —— intron 
图 1 Leptin 基因 结构 示意 图 比较 
Fig. 1 Comparison of leptin gene structure 
-265 cgacggcccgggctggtaaaagtta -241 
SP1 
-240 taaatccatagtgaattgtaacacaccgatcacatggtaactgtggtgggatgtattaca -181 
CEBP 
-180 atgacaaatatttgtagtacgtgtgtgtgtgaggtgggtttgtgttccgctcgaggtttg -121 
SP1 PAX5 
-120 tgttgtgtcccccctcatgctgttctgcactgggagaatcagggaaggaatggctgaggt -61 
SP1 CAAT 
-60 gattcacacatgagtcaacagctatcagctatataagcctgaccactcatggagcctggg -1 
AP1 TATA 
+1 TATCATACAATCCTCACATCTCAAAGGTATTGCAGTATTGCCAAGATAAAGACCACCATA +60 
+61 TACAAGAACCATG T 





图 2 fä leptin 基 
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5' [n 38 





x 调控 元 伯 








预测 


Fig.2 Sequence of the putative regulatory elements in 5'-flanking region of leptin gene in grass carp 
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-265 
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cgacggcccgggctggtaaaagcta 
CEBPB 


-240 caaatctataatgaattgtaacacaacgatcacatggtgacggtggcgggaagtat taca 


GC 


-180 atgacaaatatttgtagtacgtctgtgtgtgagatgggtttgtgttccgctcgaggtttg 


SPI PAX5 


-120 tgttgtgtcccccctcatgctgttctgcactgggagaatcagagaaggaatggctgaggt 


SPI CAAT 


-60 gattcacacatgagtcaacagctatcagctatataagcctgaccactcatggagcctggg 





— APl 一 [ALA -一 
+1 TATCATACAATCCTCACATCTCAAAGCAGGTATTGCACTATTGCCAAGAT AA AG ACCA CC 
+61 . ATATACAGGAACCATG 








图 3 ffa leptin 基因 5' 侧 吧 区 调控 元 件 预测 





























Fig.3 Sequence of the putative regulatory elements in 5'-flanking region of leptin gene in silver carp 
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*: 完全 相同 的 氨基 酸 ;，-: 


—MYSPVLLYTCFLSILGMIDGRSIPIHQDNLKNLVKLQADTIIHRIKEHNEKLKLSPKI 
—MYFPVLLYTCFLSILGLIDGRSIPFHPESLKSL-KQQADTIIHRIKEHNEKLKLSPKT 
—MYFSALLYPCILAMLSLVHG--IPIHSDSLKNLVKLQADTIIIRIKDHNAELKLYPKL 
—MYFSVLLYPCILGMLSLVHA--IPVHPDSLKNLVKLQADTTILRIKDHNEKLKLSPKL 
MRFPALRSTCILSMLSLIHC--IPVHQHDRKNV KLQAKTIIVRIREHIDGQNLLPTL 
—MDSALVLFAFLFHCLNVATAAPVNPELQEMKSNV TDI AKEPSLRLENTIQT——————- 
MDHILALVLALLPLSLCVALPGALDAMDVEKMKSKVTWKAQGLVARTDKHFPD——————- 
* * * 
LIGDSELYPEVPADKPIQGLGSIVDTLTTFQKILQTLPKGHVSQLHNDMSTLLEYPFKDRM 
LIGDSELYPEVPADKPIQGLGSIIDTLTTFQKVLQTLPKGHVSQLHSDVSTLLDYPFKVWM 
LIGDPELYPEVPADKPIQGLGSIMDTITTFQKVLQRLPKGRVSQIHIDLSTLLGHLKERM 
LIGDPELYPEVPANKPIQGLGSIVETLSTFHKVLQRLPKGHVSQTRNDLFTLLGYLKDRM 
TIGDPGHYPEIPADKPIQGLGSIMETINTFHKVLQKLPNKHVDQIRRDLSTLLGYLEG—— 
-SIGPKFSPPS---DELNGLSSIMAVLEECTNQITSDN-FDEAKKTKVDISSLMDSMSEWS 
—RGLRFDTDK— -—-- VEGSTSVVASLESYNNLISDR-FGGVSQIKTEISSLAGYLNHWR 
* ok * 
TFMRCTLKEPANGKSLDTFIEKNATHHITFGYMALDRLKQFMQKL I ANLDQLKSC 
TFMRCTPKEPANGKSLDTF IQKNATHHVTFGYMALDRLKQFMQKL I ANLDQVKSC 
TSMHCTSKEPANGRALDAFLEDNATHHITVRYLALDRLKQFMQKLLVNLDQLKSC 
TSMRCTLKEPANERSLDAFLENNATHHITFGFLALDRLKQFMQKL I VNLDHLKSC 
—MDCTLKESTNGKALDAFLEDSASYPFTLEYMTLNRLKQFMQKL TI DNLDQLKTC 




















D-KHCGEQPSTQAEN ——- QTSRRFSITESMQAVTRLKHFLLLLQNNSDQLEIC 
E-GNCQEQQPK —— ———- VWPRRNIFNHTVSLEALMRVREFLKLLQKNVDLLERC 
* * 米 六 k ook * 








图 4 Leptin 氨基酸 序 列 同 源 性 比较 
Fig.4 Comparison of the deduced amino acid sequence of leptin in fishes 
此 位 置 缺少 氨基 酸 ， 保 守 的 半 胱 所 酸 残 基 由 阴影 标 出 。 
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-24] 


-181 


-121 





+76 


60 
60 
60 
60 
60 
60 
60 


120 
120 
120 
120 
120 
120 
120 


175 
175 
175 
175 
175 
175 
175 


The identity amino acid residues are indicated by asterisk. Dashes indicate the amino acid gaps that are necessary to align these sequences. 


Conservative cysteine residues are marked in shade. 


The GenBank accession numbers of the sequence used in the figure are as follows: common carpI (AJ830745); common carpII (AJ830744); 
zebrafish (BN000830); medaka (AB193548); pufferfish (AB193547). 
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Mouse 
Human 
Zebrafish 
Goldfish2 
Common carp2 
507 Common carp1 
" Goldfish 
"T € Grass carp 
1000 * Silver carp 
Rainbow trout 
969 Japanese medaka 
1000 Green pufferfish 
981 Pufferfish 
918 Salamander 
African clawed frog 


图 5 Leptin 系统 进化 树 


Fig.5 Phylogenetic tree of leptin 




















用 Phylip 3.68 软件 NJ bootstrap 方法 构建 ， 分 支 上 的 数字 代表 bootstrap 值 ， 争 : 本 实验 克隆 得 到 的 leptin. 


The tree is constructed by the neighbor-joining bootstrap using the Phylip 3.68software. The phylogenetic tree was constructed by 


neighbor-joining bootstrap. The numbers on the branches indicate the number of times the partition of the species into the two sets which are 


separated by that branch occurred among the trees, out of 1000.00 trees. Use mouse as outgroup species. Leptin obtained in our lab through 


cloning method is signed by‘ 4". The GenBank accession numbers of the sequence used in the figure are as follows: Human (P41159); Mouse 
(P41160); African clawed frog (AAX77665); Goldfishl (ACL68083); Goldfish2 (ABV57772); Rainbow trout (BAG09232); Green Pufferfish 


(BAD94451); Salamander (22154139). 




















3 i it 
本 研究 克隆 得 到 草鱼 和 链 鱼 全 长 cDNA 序列 ， 





分 析 表 明 草 鱼 和 馆 鱼 leptin N 端 第 20-21 位 为 酶 切 
位 点 ,形成 信号 肽 和 成 熟 蛋白 , 这 与 哺乳 动物 (如 人 、 
小 鼠 等 ) 基 本 一 致 (Zhang et al, 1994)。 比 较 草 鱼 、 馆 
鱼 和 哺乳 动物 leptin 基因 结构 发 现 ， 外 显 子 与 内 含 
子 的 数目 与 哺乳 动物 一 致 ， 但 内 含 子 1. 2 与 外 显 
子 3 中 的 非 翻 译 区 长 度 有 较 大 差别 。 这 些 非 翻译 区 
对 leptin. 基因 的 表达 调控 是 否 相 关 有 待 进一步 研 
究 。 比 较 鲤 鱼 、 链 鱼 与 其 他 鱼 类 leptin 氨基 酸 同 源 
性 ， 显 示 鱼 类 间 的 lepin 同 源 性 不 高 ， 但 形成 链 内 
二 令 键 的 两 个 半 胱 氨 酸 残 基 相 当 保 守 , 可 能 与 leptin 
的 结构 功能 维持 有 重要 作用 。Boute et al(2004) 通 过 
突变 实验 证 实 ， 这 两 个 半 胱 氨 酸 形成 的 链 内 二 令 键 
对 leptin 分 泌 是 十 分 必要 的 。 从 绘制 的 系统 进化 树 
看 ， 草 鱼 和 馆 鱼 leptin 与 其 他 鱼 类 处 于 同一 进化 分 
枝 ， 其 中 与 鲤 科 鱼 类 亲缘 关系 最 近 ， 这 与 基于 形态 
学 的 鱼 类 系统 发 育 研 究 结 论 基本 一 致 。 分 子 进化 认 
为 硬 骨 鱼 和 四 足 动物 在 450 万 年 前 由 同一 祖先 进化 















































































































































































































































而 来 (Kumar & Hedges, 1998), EHA 300 万 年 
前 从 硬 骨 鱼 祖先 中 分 离 出 来 (Taylor et al, 2003) 的 
观点 ， 也 文 持 这 一 结果 。 

对 草鱼 和 馆 鱼 leptin 基 因 距 启动 子 上 游 、 长 265 
bp 的 $' 侧 翼 区 克隆 和 分 析 发 现 可 能 的 调控 元 件 : 









































TATA 盒 、C/EBP 结 合 顺序 、SP1、GC 盒 、OCT1、 
PAX5、AP1 等 。 突 变 实验 (Mason et al，1998) 发 现 
TATAG, CEDPH DAT. SPLILPLE spin 


表达 均 有 重要 作用 ， 各 个 调控 元 件 的 点 突变 都 会 

成 启动 活性 下 调 50%~67%, 若干 调控 元 件 同 时 突 
还 存在 闭 加 效应 ，C/EBP 和 TATA 基 序 同 时 突变 可 
引起 启动 活性 下 调 约 90%， 提示 在 leptin 基 因 序 列 存 































































































在 着 多 个 调控 位 点 。 预 测 的 5' 侧 翼 区 的 调控 元 件 对 
草鱼 和 链 鱼 leptin 转 录 调 市 的 意义 还 有 待 进一步 研 
究 。 

哺乳 动物 leptin 对 鱼 类 摄食 作用 影响 研究 结果 
显示 , 哺乳 动物 leptin 对 银 健 (Oncorhynchus kisutch). 
tg f (Ictalurus punctatus) 和 绿色 太阳 鱼 (Lepomis 





























cyanellus) 摄 食 与 体重 均 无 影响 (Baker et al, 2000; 
Silverstein & Plisetskaya, 2000; Londraville & Duball, 
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2002); 而 金鱼 中 则 发 现 具 有 抑制 摄食 、 控 制 体重 
功能 (Volkoff et al, 2003; de Pedro et al, 2006)。 提 示 
鱼 类 与 哺乳 动物 leptin 同 源 性 较 低 ，leptin 的 功能 存 
在 物种 特异 性 。 因 此 , 鱼 类 leptin 基 因 克 隆 对 其 功能 
研究 非常 重要 。Murashita et al(2008) 在 虹 鲜 中 重 
leptin 表 达 诱 导 实验 初步 显示 ， 虹 鲜 leptin 在 虹 鲜 体 
内 具有 抑制 摄食 的 作用 。 本 研究 对 草鱼 与 链 鱼 leptin 
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的 克隆 为 鱼 类 leptin 在 调节 摄食 和 能 量 平衡 方面 的 
功能 有 待 进 一 步 研 究 证 实 。 在 哺乳 动物 的 研究 中 表 
明 ，leptin 除 在 调控 摄食 和 能 量 代谢 上 的 功能 外 ,还 
具有 激素 分 泌 、 生 长、 生殖 和 人 免疫 等 功能 (Tang BL, 
2008; Fantuzzi & Faggioni, 2000; Holness et al, 
1999)。 而 鱼 类 leptin 是 否 具 有 这 些 功能 仍 需 进一步 
研究 。 
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